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FEHERJE ZARVANYTESTEK

A rec fehérjéknél gyakran eld-
fordul, hogy a kifejezett fehérje
nem oldatban jelenik meg, ha-
nem szilard szemcseket, zarva-
nyokat alkot a sejteken belul.
Csak prokariotaknal fordul el6,
eukariotaknal nem.

(human: genetikai betegségek)

E. coli —

Legombolyitett, er6sen fenytoro,
nagy surlségu zarvanyok.




FEHERJE ZARVANYTESTEK

Fehérje elballitasi technologiak:
Az emlbs sejtekkel aktiv, nativ fehérjét lehet elballitani,
de lassu folyamat, kis koncentracio, draga tapoldat

Bakteriumokkal gyorsan, sokat és olcson lehet termelni,
de gyakran zarvanykent jelenik meg (az viszont tiszta).

A ket strategia verseng, ugyanazt kétféle uton is el lehet
allitani.
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

A zarvanykéepzddésnek vannak elényei is:
— A zarvany tiszta fehérje (>90%), alig kell tisztitani
— Védett a proteazoktol
— Nem karositja a gazdasejtet.

Nem lehet elére megmondani, hogy melyik feherjebdl
lesz zarvany. Nem szamit:

— Genetika (host, vektor, genkornyezet)
— Meéret, oldhatosag, szerkezet
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

folding —— nativ fehérje
Fehérje bioszintézis<

zarvany kepzédés — IB

Ha a folding sebesseége kicsi a termeléshez képest, akkor
sok fehérje megy a zarvanyokba.
A prokariotakban a folding azért lassabb, mert a citoplaz-

ma reduktiv kozeg, nem kedvez a diszulfid hidak kialaku-
lasanak. Csak a periplazmikus tér oxidativ, ott megy is a

folding.
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FEHERJE ZARVANYTESTEK

A zarvanytestek feldolgozasanak lepései:

1. Sejtfeltaras sejttormelek

2. Centrifugalas, tisztitas IB paszta

3. Oldas, szolubilizalas oldott, unfolded fehérje
4. Folding/refolding oldott, aktiv feherje
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1. Sejtfeltaras

Id. a 3. fejezetet

Baktériumsejtek feltarasa: lizozim + er6s mechanikai
behatasok (ultrahang, nagynyomasu homogenizator)

2. Centrifugalas, tisztitas

A zarvanytestek kompakt, nagy slrlsegu reszecs-
kek, centrifugalasnal jol ulepednek. A feluleten visz-
nek magukkal szennyezeseket — mosassal tisztitjak

(pH=8, 0,2 M NaCl, Triton X100, EDTA, DTT, NaN3)
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Oldas, szolubilizalas

Tomor szerkezet, vizes kozegben oldhatatlan.

Kaotrop, denaturald oldoszerek: 6 M guanidin HCI, 8 M
karbamid.

~ 5 g/l fehérje, 1 — 4 ora.
Puffer: enyhen lugos kozeg, pH ~ 8 (tiolat anionok).
Fémionok: EDTA

ErGsen reduktiv kozeg (a diszulfid hidakat bontja):
ditiotreitol, redukalt glutation, merkapto-etanol, cisztein,
cisztamin.

Tisztitas: ha az IB pasztat jol kimostak, alig szukseges. A
foldingnal ugyis felhigul.
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Folding

A folding (,hajtogatas”) a fehérje masodlagos és
harmadlagos szerkezetének megfeleld kialakulasat jelenti.
A szerkezetet rogzitik az intramolekularis

— diszulfid hidak
— masodlagos kolcsonhatasok (van der Waals, ionpar)

Az intermolekularis kapcsolatok hibas szerkezetet ered-
menyeznek.
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Folding

Eukariotakban a folding az endoplazmas retikulum belsejé-
ben tortenik. A hibas fehérjeket a sejt proteoszémai le-

bontjak.

Frotens ane trans poried into ER as
sxiended chains then falded o

their cormmedt three-dimensional
structure

Misfolded proteins =ra
iremsporied badk inko the ofics ol
where they sre cegraced oy the

Correctly folded proteins are
packaged inko Fansport vesicles

10
iMiteans BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék




Folding
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In vitro folding

Prokariotakban a foldingot ER és
chaperonok nelkul kell vegrehaj-
tani.

Lehetseges mellekreakciok —>

Az aggregacio (masodrendl reak-
ci0) megakadalyozasa erdekeben
a molekulakat tavol kell tartani
egymastol — higitas

dc dc

dt dt

unfolded intermediate native
® 8 @
e = —_—
1(3) 1(4)

Aggregates

Figure 1. Folding and aggregation during protein renaturation. Correct
folding reactions, leading to the native state [(1), (2)]. Irreversible aggre-
gation reactions, starting from different conformations during the renatu-
ration process [(3), (4)].
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In vitro folding

A fehérje koncentracio 10-50 mg/l (100 — 500x higitas)

Trukkok:
— lassan engedik be a fehérjeoldatot a folding pufferbe
— tobb ponton taplaljak be

— Tobb adagban adjak hozza a pufferhez, megvarjuk,
amig az el6z0 adag joreszt atalakul
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In vitro folding

A fehérje nagyon
sokféle alakot vehet
fel. Ezek kozul csak
egy a nativ —

feltéetelezik, hogy ez
az energiaminimum.
Ha elég sokaig ,raz-
zuk”, odatalal a na-
tiv formahoz.

Kritikus: a diszulfid
hidak helyes kialaki-
tasa.
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In vitro folding

Disutfide Shuffling using catalytic [ p-mercaptoethanol]

A lehetseges diszulfid hidak szama:

nx(n-1)/2 1
Elsére nagy valésziniiséggel nema a2/ Q% :
nativ keletkezik — felbontas- 7/
ujrakotés dinamikus egyensulyat ™" H
kell megteremteni — redox-puffer:

RSH

1-10 mM —-SH és —-S-S- vegyulet, ] |
egymas mellett, oxidalo tulsuly, pl.:
Glutation (oxidalt > redukalt) -
Cisztein < cisztin il B

| |

B-merkapto-etanol < diszulfidja

RSH
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In vitro folding

A pufferben meg:

pH puffer (pl. 0,1-0,2 M Tris), enyhén lugos (pH=7,5-8,5),
— az —SH-K tiolat anionna alakulnak

Kaotropok kis koncentracioban

Arginin (0,4 — 1 M)

Detergensek (ionos, nemionos, pl. Triton-X)

EDTA (2 — 10 mM) kelatképzd

PMSF (~0,1 mM) proteaz-gatlo

Esetleg chaperon-hatasu molekulak: alkil-karbamid, PEG,
lauril-maltozid, CHAPS, ciklodextrinek

+4 — 20 °C, 24-48 o6ra
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Egyeb folding technikak

Gélkromatografia: az oszlopon a tomeény kaotrop lema-
rad, a fehérjék (felhigitva) elore szaladnak. Az aggregatu-
mok mennek legeldl (ami szétesik, az lemarad), elvalaszt-

hatok.
Egyuttal tisztit is (szennyezések elvalnak)

Lassan erdemes csinalni, hogy legyen ido az egyensuly
beallasara.

Ha lehet, alkalmazzunk olyan gyantat, ami elvalasztja a
folded, az unfolded és a misfolded alakokat — ezeket
vissza lehet vinni, ujra hajtogatni.
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Egyeb folding technikak

Hordozo felliletén (matrix assisted folding): a fehérjeket
egyik veguknél fogva egy felulethez kotik — nem
talalkoznak, nincs aggregacio. Kotési lehet6segek:

— erosen iIonos szakasz — ioncserelon
— hexaArg véeg — anioncserelon
— poliHis veg — féemkelat oszlopon

Raengedik a folding puffert, lassan vegbemegy a folding.
Levalasztas a kotésnek megfeleld modon:

— sogradiens
— EDTA
— His, imidazol

Tisztit is.
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Egyeb folding technikak

Dializis: nem higitanak, hanem dializissel fokozatosan
csokkentik a kaotrop és a redukalo S-vegyuletek koncent-
raciojat — neha jo, de neha kicsapodik.

Micellakban és liposzomakban: ha a feherje molekulak el-
kulonulten allnak, nincs aggregacio.

Hidrofob kromatografia. soran a fehérje sokszorosan ad-
szorbealddik-deszorbealodik az apolaris feluleten, ennek
soran "megtalalja” a jo foldingot.
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In vitro folding JJ J
A hibas kotések egy részének ki- @; T
alakulasa megakadalyozhato, ha e wam

a nem-kotd Cys helyett Ser-t épi-
tenek be.
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Folding ellenorzese

Nehéz ugy, de lehet

» Enzimaktivitas mérés
» ELISA

» Mas bioassay

» Ligand-kotés

» HPLC

» Spektroszkopia
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